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Tato diplomová práce se zabývala stanovením simvastatinu metodou cyklické 
voltametrie (CV), diferenční pulzní voltametrie (DPV) a DC voltametrie s využitím 
uhlíkové pastové elektrody. Byly nalezeny optimální podmínky pro stanovení 
simvastatinu v BR pufru a za těchto podmínek byly naměřeny kalibrační závislosti               
a určeny hodnoty meze detekce (LOD) a meze kvantifikace (LOQ). 
 Optimálním prostředím byl BR pufr (80%) o pH 3 pro DPV a pH 5,5 pro DCV            
a methanol (20%), (v/v). Pro obě techniky byly nalezeny lineární závislosti v rozmezí od 
1 do 100 µmol∙l-1. Pro DCV byla mez detekce 0,36 µmol∙l-1. Mez kvantifikace byla                    
1,2 µmol∙l-1. Pro DPV  byla mez detekce 0,32 µmol∙l-1 a mez kvantifikace 1,09 µmol∙l-1. 
Optimální podmínky pro DPV byly využity při stanovení obsahu simvastatinu v léčivých 
přípravcích Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10.  
 Pro stanovení simvastatinu v biologickém vzorku byla jako pracovní elektroda 
využita pevná amalgámová elektroda modifikovaná rtuťovým meniskem. Bylo využito 
techniky DPV s podmínkami upravenými pro redukční oblast. Pro matrici desetinásobně 
zředěná moči byla zjištěna mez detekce 1,83 µmol∙l-1 a mez kvantifikaci 6,10 µmol∙l-1. 
Pro matrici plné moči byla mez detekce 0,65 µmol∙l-1 a mez kvantifikace 2,15 µmol∙l-1. 
 Pomocí CV a spektrofotometrie byla sledována stálost zásobního roztoku 
simvastatinu. Obě metody poskytly rozdílné výsledky. CV ukázala, že k degradaci 
simvastatinu v zásobním roztoku dochází již v průběhu prvního dne. U spektrofotometrie 
se degradace v absorpční spektru simvastatinu neprojevila. Stálost zásobního roztoku 












This master  thesis is focused on determination simvastain by cyclic voltammetry 
(CV), DC voltammetry (DCV), and differential pulse voltammetry (DPV) at a carbon 
paste electrode and a silver solid amalgam electrode. The optimum conditions for 
determination of simvastatin were found and under these conditions, concentration 
dependences were measured and the limits of detection (LOD) and limits of quantification 
(LOQ)  were calculated for each method. 
The optimum conditions for determination simvastatin were BR buffer pH 3,0 for 
DPV and pH 5,5 for DCV and methanolu (20%).  For both DCV and DPV the linear 
concentration dependences were obtained in contentration ranger from 1 to 100 μmol·l-1 
with LOD 0. 36 μmol·l-1 and LOQ 1. 2 μmol·l-1 for DCV and LOD 0. 32 μmol·l-1  and 
LOQ 1. 09 μmol·l-1for DPV. Optimal conditions were used for determination simvstatin 
in drug Simvax 20, Simvacard 20 and Simgal 10. 
 For the determination of simvastatinu in biological fluids  a mercury meniscus 
modified silver solid amalgam electrode was used. Conditions were the same like for 
measurement conditions for DPV at CPE, but they were modified for reduction region. 
For ten times diluted urine LOD was 1.83 μmol·l-1  and LOQ 6. 10 μmol·l-1. For urine 
without dilution LOD was 0. 65 μmol·l-1  and LOQ 2. 15 μmol·l-1. 
The stability of stock solution of simvastatin in methanol was monitored using 
UV/VIS Spectrometry and CV. Both method gave different results. CV show that 
simvastatin was degrade during first day. Degradation of simvastatin was not detected by 
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Seznam použitých zkratek  
A  absorbance 
AV ČR  Akademie Věd České republiky 
BR pufr Brittonův-Robinsonův pufr 
BR-MeOH  směs Brittonova-Robinsonova pufru o uvedeném pH (80%) a methanolu 
(20%),  
c  molární koncentrace (mol∙l-1) 
CPE  uhlíková pastová elektroda 
CV  cyklické voltametrie 
CYP  cytochrom P450 
č.š.   číslo šarže 
DCE  kapající uhlíková elektroda 
DCV  DC voltametrie 
DHP  dihexadecylhydrogen fosfát 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
DPV  diferenční pulzní voltametrie 
E  elektrodový potenciál (V) 
E1/2  půl-vlnový potenciál 
Ea  potenciál anodického píku 
Ek  potenciál katodického píku 
Ep  potenciál píku 
GC  plynová chromatografie 
GCE  elektroda ze skelného uhlíku 
HMG-CoA     3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym A 
HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
I  elektrický proud (A) 
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Ip  proud píku (A) 
kBR-MeOH směs kyselé části Brittonova-Robinsonova pufru o pH 1,6 (80%) a 
methanolu (20%) 
LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostním detektorem 
LD50  letální dávka – dávka, při které zemře 50% testovaných jedinců (mg∙kg
-1) 
LDL  lipoproteiny o nízké hustotě  
LOD  mez detekce 
LOQ  mez kvantifikace   
m-AgSAE stříbrná pevná amalgámová elektroda modifikovaná rtuťovým meniskem  
MS  hmotnostní detektor 
MVCN uhlíkové nanotrubičky 
PBS   fosfátový pufr 
pH  záporný dekadický logaritmus aktivity oxoniových iontů 
pHf  pH směsi pufru s methanolem 
r.č.   registrační číslo 
RSD   relativní směrodatná odchylka  
SD  směrodatná odchylka 
SV  Simvastatin 
SWV  square wave voltametrie 
t  čas (d) 
t0   čas na počátku měření 
TBC  tuberkulosa 
VLDL  lipoproteiny o velmi nízké hustotě 
vscan   rychlost skenu 
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1. Teoretická část  
1.1. Cíl Práce   
Tato diplomová práce měla následující cíle: 
1. Zjistit vhodné složení uhlíkové pasty pro stanovení simvastatinu.  
2. Charakterizovat elektrochemické chování simvastatinu pomocí diferenční pulzní 
voltametrie (DPV) a DC (‚,direct curent“) voltametrie (DC) na uhlíkové pastové 
elektrodě. 
3. Zjistit optimální podmínky pro stanovení a možnost využití uhlíkové pastové 
elektrody pro stanovení simvastatinu v různých lékových formách.  
4. Charakterizovat elektrochemické chování simvastatinu  pomocí stříbrné 
amalgámové elektrody modifikované rtuťovým meniskem (m-AgSAE) s využitím 
DPV a následná aplikace této metody pro stanovení simvastatinu v reálných vzorcích 
desetinásobně zředěné a neředěné moči. 
 
1.2. Simvastatin 
 Simvastatin (viz obr 1.1) je látka používaná při léčbě hyperlipidémie, což je stav, 
při kterém dochází ke zvýšení hladiny lipidů v krvi. Tento stav zvyšuje riziko pro vznik 
aterosklerózy, cévní mozkové příhody nebo onemocnění kardiovaskulárního 
systému.[1,3,4] Chronické ukládání lipidů do cévní stěny může vést ke změnám v mozku 
a tyto strukturní změny mohou souviset se vznikem deprese. [4]  Simvastatin patří mezi 
statiny, což jsou látky, které působí jako inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym 
A reduktasy (HMG-CoA reduktasy). Tento enzym se účastní metabolismu 
cholesterolu.[5-9] Hlavní úlohou statinů v organismu je snižovat hladinu cholesterolu 
v krvi, konkrétně hladinu LDL cholesterolu.[10-13] Simvastatin se nejčastěji 
podává  perorálně ve formě tablet. Do organismu se simvastatin dostává jako proléčivo 
ve formě neaktivního laktonu, který je v játrech biotransformován pomocí hydrolytických 
procesů na vlastní aktivní léčivo.[2, 6-8]   
  Statiny mají v organismu mnoho dalších biologických funkcí, působí jako 
imunomodulátory, protizánětlivé látky nebo vazodilatační látky[13,20-23] Je třeba ovšem 
zmínit, že léčba statiny není bez rizika. Statiny, jako všechna léčiva, mohou mít řadu 
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vedlejších efektů a ve většině případů nežádoucích efektů. Jedním z nich je statiny 
indukovaná myopatie. [10,14,15,19] Mezi klinické projevy myopatie patří svalová bolest 
a ochablost svalů. Přesný mechanismus vzniku myopatie zatím nebyl objasněn. Při 
myopatii dochází k degradaci svalové tkáně tzv. rabdomyolýze, která je provázena 
uvolněním velkého množství myoglobinu do krve, který může způsobit selhání ledvin. 
Bylo prokázáno, že před vlastním nástupem myopatie dochází k charakteristickému 
zvýšení hladiny kreatinkinasy. Pokud se hodnoty laboratorních testů zvýší trojnásobně, 
doporučuje se terapii ukončit. Předpokládá se, že poškození svalů nastává v důsledku 
poškození elektronového transportu v dýchacím řetězci v mitochondriích svalových 
buněk.[16-18,52] Dále dochází ke zvýšení rizika vzniku diabetu druhého typu. Na myších 
modelech bylo prokázáno, že dochází k inhibici syntézy i sekrece inzulinu                               
v β buňkách pankreatu. [15] O simvastatinu se hovoří i v souvislosti s ovlivněním 
krevního tlaku. Předpokládá se, že simvastatin snižuje synaptickou odpověď a snižuje 
odpověď na angiotensin II.[24] Simvastatin by měl mít vliv na hladinu testosteronu [25], 
tachykardii [30] nebo léčbu tuberkulózy. Přesný mechanismus léčby TBC není znám, ale 
předpokládá se, že dochází ke snížení zásob lipidů v makrofázích, které se podílejí na 
výživě mykobaktérii a tím dochází k zastavení jejich růstu.[29] V poslední době se do 
popředí zájmu dostává také anabolická schopnost statinů, které se využívá zejména při 
léčbě nejrůznějších onemocnění kostí. Byly provedeny různé studie, které ukázaly, že 






















Molekulový vzorec                                     C25H38O5 
Molekulová hmotnost 418,60 g∙mol-1 
Registr. Číslo CAS 79902-63-9 
Teplota tání 127 – 132 °C.[36] 
Index lomu 1,63 [69] 
  
1.2.1. Toxikologické a chemické vlastnosti, syntéza 
 Simvastatin použitý v této diplomové práci byl ve formě bílého prášku. Simvastatin 
je špatně rozpustný ve vodě, ale dobře rozpustný v acetonitrilu nebo methanolu. [19,53] 
Doporučená denní dávka se pohybuje v rozmezí od 10 do 40 mg za den, konkrétní 
množství se přizpůsobuje podle individuálních potřeb pacienta.[16-18] Letální dávka pro 
akutní toxicitu při orálním podání pro krysu LD50 je 4,438 mg∙kg
-1. V chování krysy došlo 
k pozorovatelným změnám. Její aktivita byla celkově utlumena, došlo ke zkrácení doby 
spánku a dávka měla vliv i na vzpřimovací reflex. Smrtelná dávka při intraperitoneálním 
podání pro krysu LD50  je 705 mg∙kg
-1. Tato dávka měla vliv na smyslové orgány, hlavně 
na oči, které začaly slzet. Další působení bylo sledováno na svalstvu, které se křečovitě 
stáhlo.[36] Jak je vidět na obrázku 1.1, simvastatin je tvořen laktonovým kruhem. Tuto 
strukturu obsahuje neaktivní forma simvastatinu. Tato neaktivní forma je biologicky 
degradována na aktivní formu, kterou je hydroxykyselina simvastatinu. Přechod 
simvastatinu mezi těmito dvěma polohami je reverzibilní v závislosti na prostředí, ve 
kterém se simvastatin nachází. [45] Schéma přechodu mezi jednotlivými formami je vidět 





Obr 1.1 Reakce konverze simvastatinu na jeho hydroxykyselinu  
 
 Syntéza simvastatinu vychází z jeho prekurzoru, kterým je lovastatin. Struktura 
lovastatinu a struktura simvastatin jsou si velmi podobné a liší se pouze počtem methylů 
na esterovém postranním řetězci. Přeměna lovastatinu na simvastatin ovšem probíhá přes 
velké množství kroků a simvastatin nelze připravit přímou alkylací lovastatinu. Důvodem 
je vyšší kyselost α vodíků laktonu oproti α vodíkům postranního esterového řetězce.[40] 
Reakce mohou probíhat různými mechanismy. Jedním z nich je postup zahrnující osm 
kroků. Tento postup vychází z lovastatinu, který reaguje s benzylaminem za vzniku 
amidu. Tento amid podléhá další řadě reakcí. Posledním krokem je hydrolýza                             
a laktonizace za vzniku konečného produktu, kterým je simvastatin.[37-40] 
 
1.2.2. Metabolismus 
 Statiny patří mezi inhibitory HMG-CoA reduktasy. Statiny inhibují enzym, který je 
zodpovědný za konverzí HMG-CoA na mevalonát. Tento krok je velmi důležitý, protože 
určuje rychlost biosyntézy cholesterolu. Statiny se podílejí na redukci hladiny lipidů 
v krvi. Snižují hlavně hladinu LDL cholesterolu. LDL cholesterol vzniká z lipoproteinů 
o velmi nízké hustotě (VLDL). Ke snižování hladiny LDL cholesterolu dochází hlavě 
snížením syntézy VLDL částic a mechanismem inhibice receptoru pro LDL cholesterol. 
Inhibice receptoru má za následek zvýšení katabolismu a snížení syntézy LDL 
cholesterolu.[6-8] Simvastatin se do těla nejčastěji dostává perorální cestou ve formě 
neaktivního proléčiva. Neaktivní laktonová forma přechází vlivem jaterního metabolismu 
na aktivní hydroxykyseliny. [31,32]  Simvastatin je metabolizován na 4 hlavní primární 
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metabolity 6‘β-karboxy simvastatin, 6‘-exomethylen simvastatin, 6‘β-hydroxymethyl 





Obr 1.2 Metabolity simvastatinu [70] 
 
 Simvastatin se přeměňuje na aktivní formy v játrech působením hydrolytických 
enzymů. Simvastatin velmi výrazně podléhá tzv. first pass efektu. Což je jiný název pro 
presystémovou eliminaci léčiva. Dochází k tomu, že se léčivo dostane do jater, kde 
podléhá metabolickým přeměnám. Do celkové cirkulace se tedy nedostane tolik účinné 
látky, kolik jí bylo v podané dávce a dané léčivo má na pacienta mnohem menší vliv.  Při 
perorálním podání dochází k rozložení tablety v prostředí žaludečních kyselin. Z tablety 
se uvolní účinná látka, která přechází do krve a je transportována do jater, kde se 
metabolizuje. Z jater se do celkové cirkulace dostává jen nepatrné množství, asi jen 5% 
z podané dávky. Zůstává velmi silně vázána na proteiny krevního séra, konkrétně na 
albumin z 95 %. Močí je vyloučeno jen asi 0,03% aktivních metabolitů po intravenózní 
aplikaci dávky.[6-8,35,71] Clearence (objem plazmy očištěné ledvinami od určitého 
množství simvastatinu za jednotku času) simvastatinu je 525 ml∙min-1. Biologický 
poločas simvastatinu je 2 hodiny. [35] 
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 Hlavní enzymy, které se podílejí na metabolismu simvastatinu, patří do skupiny 
cytochromu P 450 (CYP 450). Simvastatin je z více jak  80% metabolizován pomocí CYP 
450 z podskupiny CYP 3A4/5 a v menší míře, asi z 20%, z podskupiny CYP 2C8. [32,32]  
Simvastatin je aktivně vychytáván jaterními buňkami pomocí transportéru  OATP1B1. 
[6-8] Metabolismus statinů je zatížen velkou interakcí s nejrůznějšími léčivy a v průběhu 
léčby je třeba na tyto interakce myslet, protože mohou přispět ke vzniku závažnějších 
komplikací, jako je statiny indukovaná myopatie. Mezi interagující léčiva patří např. 
Warfarin, Digoxin, Erytromycin, cyklosporin nebo fibráty. [34,35]  
 
1.2.3.  Metody stanovení 
 Simvastatin, jak již bylo řečeno, patří do skupiny léčiv zvané statiny. Tato skupina 
je v dnešní době hojně využívána. Díky této oblíbenosti existuje velké množství technik 
a postupů pro detekci simvastatinu v biologických vzorcích i v tabletách. Mezi nejčastěji 
užívané techniky patří chromatografie a to jak HPLC tak GC v kombinaci s MS detekcí 
[41-45,47,50]. Dále spektrofotometrie [55], kolorimetrie [48] a voltametrie 
[49,51,54,56,57] nebo micelární elektrokinetická chromatografie.[46] Elektroanalytické 
metody jsou metody rychlé, levné a technicky nenáročné.[41]      
 Z voltametrických technik byl simvastatin stanovován pomoci square-wave 
voltametrie (SWV). Toto měření bylo prováděno v tříelektrodovém uspořádání. Pracovní 
elektrodou byla statická rtuťová elektroda s průměrem 0,026 cm2. Měření bylo prováděno 
v prostředí 0,1 mol∙l-1 Na2B4O7 – KH2PO4 pufru, jehož  pH bylo 7. Tato studie ukázala, 
že redukce simvastatinu na rtuťové elektrodě probíhá na jejím povrchu. Reakce je 
reverzibilní pří nízké frekvenci a kvazireverzibilní při vysoké frekvenci. [54]  
  Dále byla použita cyklické voltametrie (CV). Pracovní elektrodou byla elektroda                  
z uspořádaných uhlíkových nanočástic. Tyto nanočástice byly nanášeny na vodivý  Ta 
substrát, pomocí katalytické parní depozice. Takto připravené uhlíkové nanočástice byly 
modifikovány dihexadecylhydrogen fosfátem (DHP). Měření bylo prováděno v prostředí 
0,1 mol∙l-1 PBS jehož pH bylo 4 a rychlost skenu byla 20 mV za sekundu.  Byl sledován 
vliv reakčních podmínek a interferencí při stanovování simvastatinu a stanovení 
simvastatinu v tabletách. Ukázalo se, že při druhém a každém dalším skenu došlo 
k vymizení oxidačního píku simvastatinu. Toto vymizení je pravděpodobně dáno silnou 
adsorpcí simvastatinu na povrchu elektrody, v místě, kde se vyskytuje DHP. Při adsorpci 
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dojde k vytvoření kompaktního filmu, který brání kontaktu simvastatinu s povrchem 
pracovní elektrody. [49]   
  Při jiné  voltametrické studii (CV, DPV, SWV), byla jako pracovní elektroda 
použita disková elektroda ze skelného uhlíku (GCE). Pro CV bylo měření prováděno 
v prostředí 0,1 mol∙l-1 H2SO4.  V průběhu celého měření byl zachován 20% obsah 
methanolu. Měření pomocí CV ukázalo, že oxidace simvastatinu probíhá ireverzibilně. 
Při druhém skenu došlo ke snížení výšky píku. Toto snížení je pravděpodobně opět dáno 
adsorpcí simvastatinu či produktů jeho elektrochemické transformace na povrchu 
elektrody. Při zvyšujícím se pH došlo k postupné změně píku na vlnu, a tím pádem došlo 
ke zhoršení kvantifikace. DPV i SWV byly využity při stanovení simvastatinu v lékových 
formách a při stanovení v biologických vzorcích. Pomocný elektrolyt byla opět                           
0,1 mol∙l-1 H2SO4. DPV byla využita pro stanovení obsahu simvastatinu v tabletách. Mez 
detekce pro DPV byla 2,7∙10-7 mol∙l-1  a mez kvantifikaci byla 9,0∙10-7 mol∙l-1. U DPV 
nemusí být vzorek žádným způsobem upravován. Pomocí SWV byl sledován simvastatin 
i v biologických vzorcích, konkrétně v lidském séru a moči. Vzorky byly precipitovány 
pomocí acetonitrilu a následně zcentrifugovány. Ze zcentrifugovaného vzorku se odebral 
supernatant, který byl naředěn pomocným elektrolytem na požadovanou koncentraci a 
přímo stanovován. Mez detekce pro tuto techniku byla 5,50∙10-7 mol∙l-1 . Mez kvantifikace 
byla 1,83∙10-6 mol∙l-1. [56] Přehled měřicích technik a podmínek měření je uveden 
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1.3. Uhlíková pastová elektroda 
 Před více jak půl stoletím byl publikován první článek, který představil nový typ 
elektrody. Touto elektrodou byla právě uhlíková pastová elektroda (CPE). Článek 
prezentoval Ralph Norman Adams z univerzity v Kansasu. Původní myšlenkou bylo 
vyrobit nový typ elektrody, která by byla vhodná pro měření anodických oxidací 
organických látek. Tato nová elektroda měla nahradit hojně využívanou kapající rtuťovou 
elektrodu, která se pro měření anodických oxidací nehodí. První model uhlíkové 
elektrody tedy napodoboval rtuťovou elektrodu. Tato první elektroda se nazývala kapající 




Obr 1.3 schéma DCE. Převzato z [64] 
 
 Model kapající elektrody se ovšem neosvědčil a přešlo s k jiné kompozici 
elektrodového materiálu a to k pastě. Tato pasta je složena z uhlíkového prášku a pojiva. 
Uhlíkový prášek tvoří hlavní komponentu pasty. Uhlíkových prášků, které se používají 
pro přípravu uhlíkových past, existuje velké množství variant např. grafitizovaný uhlík, 
prášek ze skelného uhlíku, prášek z uhlíkových nanočástic či uhlíkových nanovláken. 
Jednotlivé druhy uhlíkových částic musí splňovat několik základních požadavků: 
[57,60,62,65,66] 
 Velikost uhlíkových částic musí být v řádech mikrometrů 
 Částice by měly být uniformní a chemicky čisté 
 Měly by mít nízkou absorpční kapacitu 
 
 Další důležitou komponentou je pojivo. Jedná se o lipofilní organickou kapalinu, 
které drží pohromadě jednotlivé uhlíkové částice. Nejčastějším pojidlem jsou různé druhy 
olejů např. minerální olej, silikonový olej, polychlortrifluorethylen, atd. [59,63]  
 CPE, mají celou řadu výhod, mezi které patří možnost chemické modifikace 
povrchu, rychlá obnovitelnost povrchu elektrody, nízký proud pozadí a široké 
potenciálové okno. [62,63] Potenciálové okno se u uhlíkových elektrod vyskytuje 
v rozmezí -1,5V až +1,3 V v závislosti na charakteru prostředí, ve kterém se elektroda 
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vyskytuje.[67] Nevýhodou uhlíkových pastových elektrod je poměrně nízká 
reprodukovatelnost výsledků, která je dána nestejným otírání povrchu o navlhčený 
filtrační papír.[63,67] 
 Další oblastí, která je v dnešní době poměrně populární, je oblast modifikace 
uhlíkových past. Tyto modifikace zlepšují elektrochemické vlastnosti elektrody. Mezi 
nejčastější modifikátory patří aromatické aminy, azosloučeniny, zeolity, silikáty nebo 
nejrůznější kovové filmy.[57,58] Jednou z nejnovějších oblastí je modifikace pomocí 
DNA. Této modifikace se využívá pro sledování vlivu chemických látek na strukturu 
nukleových kyselin nebo na degradaci DNA.[61] K modifikaci pasty může docházet buď 
v celém jejím objemu, nebo jen na jejím povrchu. Pokud dochází k modifikaci               
v celém objemu pasty, jsou tyto pasty selektivní jen pro určitý analyt. V případě, že 
dochází k modifikaci jen na povrchu má tato elektroda širší využití, protože se modifikuje 
jen vrchní vrstva filmu, která může být snadno odstraněna a znovu modifikovaná jiným 
modifikátorem.[67] Pro stanovení statinů se využívají spíše jiné druhy uhlíkových 
elektrod zejména elektrody ze skelného uhlíku. Tyto elektrody se také modifikují. Mezi 
nejčastější modifikátory v případě statinů patří DHP nebo MVCN, které vylepšují 
povrchové vlastnosti elektrody.[68] 
 U přípravy uhlíkových past je potřeba dodržet určitá pravidla. Jedním s těchto 
pravidel je nutnost nechat ustanovit rovnováhu v čerstvě připravených pastách. Tato 
rovnováha se ustanovuje alespoň 24 h, po uplynutí této doby by již mělo být chování 
elektrody konstantní. Dalším pravidlem je nutnost uchovávání naplněné elektrody                   
v nádobě s destilovanou vodou, aby se zabránilo postupnému vysychání pasty.[63] 





Obr 1.4   
Schematický nákres pouzdra uhlíkové pastové elektrody. 1- zdířka pro elektrický kontakt, 
2- teflonová hlava, 3- píst se závitem, 4- tělo elektrodového pouzdra, 5- ocelová vložka 
se závitem, 6- dutina naplněná uhlíkovou pastou. Převzato z [67] 
 
1.4. Stříbrná tuhá amalgámová elektroda 
  V posledních letech je novým trendem v analytických metodách tzv. zelená 
analytická chemie. Tento trend má za cíl snížit dopad analytické chemie na životní 
prostředí. V souvislosti s životním prostředím je velmi diskutovaným tématem toxicita 
rtuti. Díky nepodloženým obavám z toxicity došlo k omezení užívání rtuťových elektrod. 
Vznikla tedy potřeba nahradit rtuť jiným, méně toxickým materiálem. Jako vhodný adept 
se jeví právě amalgámové elektrody, které vznikly na ústavu fyzikální chemie Jaroslava 
Heyrovského AV ČR. [73-75,77] Amalgámové elektrody můžeme rozdělit na několik 
typů podle povrchu amalgámu:  [74] 
 Leštěné – pevná amalgámová elektroda bez obsahu kapalné rtuti (p-MeSAE) 
 Filmové – leštěná amalgámová elektroda pokrytá filmem kapalné rtuti (MF-MeSAE) 
 Meniskové – leštěná amalgámová elektroda se rtuťovým meniskem (m-MeSAE) 
 Kompozitní – založeno na bázi jemného amalgámového prášku a pevného polymeru 
(MeSA CE) 
 Pastové – pasta složená s jemného prášku pevného amalgámu a pastového pojidla. 
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V této práci byla využita stříbrná amalgámová elektroda modifikována rtuťovým 
meniskem. Konstrukčně je amalgámová elektroda poměrně jednoduchá. Schéma 
elektrody je na obrázku 1.5. [77]  
 
Obr. 1.5   
Schéma těla amalgámové elektrody modifikované rtuťovým meniskem. Převzato z [77]. 
 Amalgámové elektrody se svým elektrochemickým chováním podobají stříbrným 
elektrodám, ale potenciálové okno je srovnatelné s potenciálovým oknem rtuťové 
elektrody. [77] Amalgámové elektrody jsou spolu se rtuťovými elektrodami vhodné pro 
měření v katolické oblasti, díky velkému přepětí vodíku. Další výhodou je široké 
potenciálové okno, které umožňuje akumulovat řadu kovů. Pro oblast oxidací nejsou 
amalgámové elektrody příliš vhodné, protože dochází k oxidaci elektrodového materiálu. 
[74]   
 S amalgámovými elektrodami je možné stanovovat různé anorganické ionty kovů 
(Zn2+, Pb2+, Cu2+ a Cd2+ ), což je velmi důležité pro monitoring těžkých kovů v životním 
prostředí, kontrolu biologických vzorků a technologických procesů.[73,76] Tvorby 
komplexů s různými kovy se využívá pro stanovení léčiv v biologických vzorcích, což 
umožňuje kontrolu správného nastavení léčby. [72, 79] Další možností je využít 







  Pro správné fungování amalgámové elektrody je třeba zajistit amalgamaci, 
regeneraci a aktivaci povrchu. Amalgamaci se rozumí obnovení rtuťového menisku. 
Obnovení se provádí jednoduchým ponořením vyleštěné elektrody do kapalné rtuti. 
Regenerace povrchu slouží pro odstranění oxidů a adsorbovaných látek, což má za 
následek zlepšení citlivostí a reprodukovatelností výsledků. Regenerace se provádí vždy 
před začátkem každého měření. K regeneraci se může využít cesta chemická, 
elektrochemická a mechanická Aktivace povrchu elektrody probíhá při vloženém 
potenciálu -2200 V po dobu 300 s v 0,2 mol∙l-1 KCl. [73,77,80] 
 
















2. Experimentální část 
2.1. Zařízení a přístroje 
  Pro měření byl použit Eco-Tribo Polarograf (PolaroSensors, ČR) s využitím 
softwaru Polar PRO, verze 5.1. (PolaroSensors, ČR). K měření bylo použito 
tříelektrodového uspořádání. Jako pracovní elektroda byla použita uhlíková pastová 
elektroda  o průměru 2mm nebo pevná amalgámová elektroda o průměru 0,5 mm 
modifikovaná rtuťovým meniskem (č. 04-2010-04, PolaroSensors, ČR). Referentní 
elektrodou byla elektroda argentchloridová (3 mol∙l-1 KCl, EcoTrend Plus, ČR) a 
pomocnou elektrodou byla elektroda platinová (EPT CZ, EcoTrend Plus, ČR). 
 K měření absorpčních spekter byl použit spektrofotometr Agilent Technologies 
8453 a křemenné kyvety o měrné tloušťce 10 mm.  
 Chromatografické měření bylo prováděno technikou HPLC s UV detekcí na koloně 
LiChrosphere 100 RP-18 (5µm, průměr 4,6 mm, délka 25 cm). Byla použita gradientová 
pumpa (Beta, Ecom, ČR).  Detekce probíhala na UV detektoru při vlnová délce 238 nm 
(Sapphire UV/VIS Variable Wavelenght Detector, Ecom, ČR). Vzorky léčiv byly 
dávkovány injekční stříkačkou o objemu 2,5 ml s využitím stříkačkových filtrů 
(membrane Nylon (PA), 0,45 µm, 25mm filter bright green). K vyhodnocování byl použit 
program Clarity Lite (DataApex, Praha).  
 Hodnota pH všech roztoků byla měřena pomocí pH metru (CyberScan pH/Ion 510, 
Eutech Instruments, Singapur), který byl kalibrován standardními vodnými pufry při 
laboratorní teplotě.  
 
2.2. Chemikálie a roztoky 
 Simvastatin, (sekundární farmaceutický standart, 1g, Sigma Aldrich, ČR) 
 Kyselina trihydrogenboritá (Lech-ner, Neratovice, čistota p. a.) 
 Kyselina trihydrogenfosforečná (84-87%, ρ = 1,70 g∙cm-3, Lachema Brno, čistota p. a) 
 Kyselina octová (98 %, ρ = 1,060 g∙cm-3, Lachema Brno, čistota p. a.) 
 Hydroxid sodný (Lachema Brno, čistota p. a) 
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 Deionizovaná voda, připravená systémem Millipore Q-plus System (Millipore, USA). 
 Mikrokrystalický grafit CR-2 (99,5%, zrnitost 3,5-5,5 μm, Graphite Týn, ČR) 
 Mikrokuličky ze skelného uhlíku (zrnitost 0,4-12µm, typ 2, Alfa Aesar) 
 Minerální olej (Fluka) 
 Methanol (pro LC-MS ≥ 99%, Fluka, chromatografická čistota) 
 Chlorid draselný (Lachema Brno, čistota p. a.) 
 Dusičnan kademnatý tetrahydrát (Lachema Brno, čistota p. a.) 
 Kapalná rtuť (99,999%, Bono s.r.o., Bechyně) 
  Léčivo Simvacard 20 ( Zentiva, č. š. 3800814, r. č. 31/517/00-C spotřeba do: 07/2017, 
deklarovaný obsah simvastatinu 20 mg) 
  Léčivo Simgal 10 (TEVA Czech industrie s.r.o., č. š. 35250034, r.č.31/195/00-C, 
spotřeba do: 11/2016, deklarovaný obsah simvastatinu 20 mg) 
 Léčivo Simvax 20 (Sandoz a Novalis comp., č. š. ER2009, r. č.31/012/00-C, spotřeba 
do: 02/2017, deklarovaný obsah simvastatinu 10 mg) 
 Kyselina sírová (36%, ρ = 1,83 g∙cm-3, Lachema Brno, čistota p. a) 
 Acetonitril (LiChrosolv Reag. PhEur, grafit gard for liquid chromatografy, Merck, 
Darmstadt, Německo) 











2.3. Pracovní postupy 
 Všechna voltametrická měření byla prováděna v tříelektrodovém uspořádání. 
Pomocnou elektrodou byla vždy elektroda platinová a referentní elektrodou vždy 
elektroda argentchloridová (3 mol∙l-1KCl). Měření probíhala za laboratorní teploty. Při 
voltametrických měřeních bylo do odměrné baňky odpipetováno určité množství 
zásobního roztoku simvastatinu v methanolu, byl přidán methanol pro dosažení 
požadovaného obsahu 20 % (v/v) a roztok byl doplněn BR pufrem o příslušném pH na 
celkový objem 10 ml.  
 
2.3.1. Příprava pracovních roztoků 
 Pro úpravu prostředí byl používán Brittonův-Robinsonův pufr. Tento pufr byl 
složen z kyselé a bazické části. Bazická část byla tvořena hydroxidem sodným, jehož 
koncentrace byla 0,2 mol∙l-1. Kyselou část tvořil roztok vzniklý smícháním kyseliny 
borité, kyseliny trihydrogenfosforečné a kyseliny octové, každá z použitých kyselin měla 
koncentraci 0,04 mol∙l-1. Samotný BR pufr vznikl smícháním kyselé a bazické složky.  
pH BR pufru se pohybovalo v rozmezí 2 až 12. Zásobní roztok simvastatinu o koncentraci 
1∙10-3 mol∙l-1 vznikl rozpuštěním 0,0042 g simvastatinu v methanolu a doplněním 
methanolem na konečný objem 10 ml. 
 
2.3.2. Příprava modelových roztoků léčiv 
 Simvastatin byl stanovován také v léčivech Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10. 
Zásobní roztoky léčiv byly připraveny stejným způsobem. Jedna tableta léčiva byla 
rozdrcena a následně rozpuštěna v 20 ml methanolu. Tento objem byl převeden do 
odměrné baňky a doplněn methanolem po rysku na celkový objem 50 ml. U léčiva  
Simgal 10 byly rozdrceny tablety 2, aby byla zajištěna stejná koncentrace zásobních 
roztoků. Předpokládaná koncentrace takto připravených modelových zásobních roztoků 
byla 1,91∙10-4 mol∙l-1. Měřený roztok vznikl odpipetováním 2,10 ml zásobního roztoku 
léčiva do odměrné baňky a doplněním BR pufrem o pH 3 na celkový objem 10 ml.  
 Pro přípravu modelových roztoků léčiv, pro HPLC analýzu, byly rozdrceny 4 
tablety léčiva Simvax 20 či Simvacard 20. U léčiva Simgal 10 bylo rozdrceno 8 tablet. 
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Zásobní roztoky byly jinak připraveny stejným způsobem, jak bylo uvedeno výše.  
Koncentrace zásobních roztoků byla 3,8∙10-3 mol∙l-1. Měřený roztok pro HPLC analýzu 
vznikl desetinásobným nářadím zásobního roztoku léčiva. Standardní roztok vznikl 
rozpuštěním 40 mg simvastatinu v methanolu a doplněním methanolem na celkový objem 
25 ml. Měřený roztok vznikl desetinásobným zředěním výše uvedeného roztoku 
methanolem. Předpokládaná výsledná koncentrace měřěného modelového roztoku při 
HPLC analýze byla 3,8∙10-4 mol∙l-1. 
 
2.3.3. Příprava uhlíkové pastové elektrody 
 Uhlíková pasta z mikrokrystalického uhlíku byla připravena smícháním 250 mg  
mikrokrystalického uhlíku CR-2 (Mikrokrystalický grafit CR-2 ,99,5%, zrnitost 3,5-5,5 
μm, Graphite Týn, ČR) a 100 µl minerálního oleje (Fluka). Uhlíková pasta z 
mikrokuliček byla připravena smícháním 250 mg  mikrokuliček ze skelného uhlíku 
(zrnitost 0,4-12µm, typ 2, Alfa Aesar) a 100 µl minerálního oleje (Fluka). Takto vzniklá 
směs byla homogenizována v třecí misce. Po minimálně 5 min homogenizace, byla 
vzniklá pasta vpravena do teflonového těla elektrody. Takto připravená elektroda se 
nechala 24 hodin v klidu při laboratorní teplotě. Po uplynutí této doby byla elektroda 
připravena k měření. V případě, že se s elektrodou nepracovalo, byla uchovávána tak, aby 
byl její povrch ponořen v destilované vodě, aby se zabránilo vysychání pasty. Před 
každým měřením byl povrch elektrody obnoven otřením o navlhčený filtrační papír. 
 
2.3.4. Aktivace amalgámové elektrody 
 Amalgámová elektroda podléhala v průběhu měření pasivaci, a proto bylo potřeba 
obnovovat její povrch. Amalgamace povrchu probíhala ponořením vyleštěné suché 
amalgámové elektrody do lahvičky s kapalnou rtutí. Namáčení probíhalo 3-5 sekund, až 
došlo k vytvoření rtuťového menisku na povrchu amalgámu. Následně byl povrch 
elektrody aktivován. Aktivace probíhala v prostředí 0,2 mol∙l-1 KCl při vložením 
potenciálu -2,2 V po dobu 5 min. Roztok byl po celu dobu probubláván dusíkem. 
Aktivace byla prováděna na počátku každého dne, kdy se s elektrodou pracovalo a další 
aktivace a amalgamace probíhala dle potřeby. 
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2.3.5. Cyklická voltametrie 
 Pracovní elektrodou byla uhlíková pastová elektroda. Měření probíhalo při 
rychlosti polarizace 100 mV∙s-1. Měřící prostředí bylo tvořeno kyselou části BR pufru           
s 20% methanolu, (v/v) a zásobním roztokem simvastatinu jehož koncentrace byla              
1∙10-3 mol∙l-1. 
 
2.3.6. Diferenční pulzní voltametrie 
 Pro měření v anodické oblasti, byla pracovní elektrodou uhlíková pastová 
elektroda, měření probíhalo při rychlosti nárůstu potenciál 20 mV∙s-1, šířce pulzu 100 ms 
a modulační amplitudě +50 mV.  Pracovní prostředí bylo tvořeno BR pufrem o pH 3             
s 20% metanolu (v/v) a určitým množstvím zásobního roztoku simvastatinu, jehož 
koncentrace byla 1∙10-3 mol∙l-1.  
 Pro měření v katodické oblasti byla pracovní elektrodou stříbrná pevná 
amalgámová elektroda modifikovaná rtuťovým meniskem. Rychlost nárůstu pulzu byla 
20 mV∙s-1, šířka pulzu 100 ms a modulační amplituda byla -50 mV. Měřený roztok byl 
tvořen BR pufrem o pH  2 s 20% methanolu a příslušným množstvím zásobního roztoku 
simvastatinu. Před začátkem každého prvního měření dané série, byl roztok probublán 
dusíkem po dobu 5 minuty. Při každém dalším měření v dané sérii, byl roztok probublán 
dusíkem po dobu 1 min. U stanovení simvastatinu v biologickém vzorku byla jako 
matrice použita desetinásobně zředěná moč. Moč byla naředěna BR pufrem o pH 2. 
Vzniklý měřený roztok byl tedy tvořen devíti díly BR pufru o pH 2 a jedním dílem moči. 
Před prvním měřením série byl roztok opět probublán dusíkem po dobu 5 minut a před 
dalším bylo bubláno po dobu 1min. Jako další matrice pro stanovení biologického vzorku 
byla použita neředěná moč. Pracovní prostředí tvořilo devět dílů moči a jeden díl                
0,1 mol∙l-1 kyseliny sírové. Kyselina byla přidána z důvodu udržení pH pracovního 
roztoku na požadované hodnotě. Vzniklý roztok byl probubláván stejným způsobem, jak 






2.3.7. DC Voltametrie 
 Měření bylo prováděno v tříelektrodovém uspořádání. Pracovní elektrodou byla 
uhlíková pastová elektroda. Měření probíhalo při rychlosti skenu 20 mV∙s-1. Pracovní 
prostředí tvořil BR pufr o pH 5,5 s 20% methanolu (v/v) a zásobní roztok simvastatinu, 
jehož koncentrace byla 1∙10-3 mol∙l-1. Zásobní roztok simvastatinu byl připraven 
v methanolu. 
 
2.3.8. Měření stálosti zásobního roztoku 
 Stálost zásobního roztoku simvastatinu byla sledována pomocí UV/VIS 
spektrofotometrie a cyklické voltametrie. Zásobní roztok simvastatinu o koncentraci    
1∙10-3 mol∙l-1 byl připraven rozpuštěním vypočítaného množství simvastatinu v methanolu 
a doplněním methanolem po rysku na celkový objem 10 ml. Pro CV byla pracovní 
elektrodou uhlíková pastová elektroda. Měření probíhalo v prostředí kyselé části BR 
pufru s 20% methanolu (v/v) a určitého objemu zásobního roztoku simvastatinu. 
Výsledná koncentrace simvastatinu v měřeném roztoku byla 1∙10-4 mol∙l-1 Měření 
probíhalo při rychlosti polarizace 100 mV∙s-1. Před začátkem každého měření byl obnoven 
povrch elektrody otřením o navlhčený filtrační papír. Zásobní roztok byl skladován 
v mrazáku při teplotě -18°C. 
 U UV/VIS spektrofotometrie probíhalo měření v 10 mm křemenné kyvetě. Rozsah 
měření byl od 235 nm do 800 nm. Jako blank byl použit čistý methanol. Koncentrace 











2.3.9.  Měření obsahu simvastatinu v léčivech 
 Technika DPV byla použita i pro určení obsahu simvastatinu v tabletách. Měření 
probíhalo při rychlosti nárůstu potenciál 20 mV∙s-1, šířce pulzu 100 ms a modulační 
amplitudě +50 mV.  Pracovní prostředí bylo tvořeno BR pufrem o pH 3 a určitým 
množstvím zásobního roztoku daného léčiva. Očekávaná koncentrace vzorků z tablet byla 
4∙10-5 mol∙l-1. Koncentrace simvastatinu v tabletě byla určena metodou standardního 
přídavku.  
 Srovnávací metodou byla HPLC s UV detekcí při 238 nm. Byla použita kolona 
LiChrosphere 100  RP-18 (5µm, průměr 4,6 mm, délka 25 cm). Rychlost průtoku byla 
jeden mililitr za minutu. Analýza probíhala isokraticky. Mobilní fáze byla složena ze 
dvou složek. Složka A obsahovala acetonitril a 0,1% kyselinu fosforečnou (V/V, 50+50), 
složka B obsahovala 0,1% kyselinu fosforečnou v acetonitrilu.[82] Obě složky byly 
v průběhu analýzy míchání v poměru 1:1. Obsah simvastatinu v tabletách léčiv byl získán 
na základě porovnání získaných dat s daty, které poskytl standardní roztok. Jednalo se 
tedy o jednobodovou kalibraci. Pracovní roztoky léčiv pro obě metody byly připraveny 
podle návodu v kapitole 2.3.2.  
  
2.3.10. Vyhodnocení výsledků 
  Způsob vyhodnocení výsledků se lišil podle použité techniky. U techniky DCV 
byla vzniklá vlna vyhodnocena pomocí protažení lineární části před nástupem vlny a po 
nástupu vlny a byl změřen proud odpovídající vzdálenosti těchto přímek při E1/2 , což je 
místo odpovídající polovině výšky vlny. U techniky DPV byla proložena spojnice minim 
u paty píku po jeho stranách a proud odpovídající výšce píku byl změřen od maxima píku 
k této spojnici.  Grafy byly vytvořeny pomocí programu Excel 2013.       
 V grafech byly použity chybové úsečky, které ukazují interval spolehlivosti 
daného bodu. Interval spolehlivosti byl vypočítán s využitím Studentova rozdělení 
s hladinou významnosti 0,05. LOD byla určena výpočtem jako koncentrace odpovídající 
signálu vypočtenému z trojnásobku směrodatné odchylky patnácti opakovaných měření 
studované látky o nejnižší dosažené koncentraci v dané kalibrační závislosti.  LOQ byla 




3. Výsledky a diskuze 
3.1. Voltametrické stanovení simvastatinu na uhlíkové pastové 
elektrodě 
 Na počátku měření byly zvažovány dvě varianty složení uhlíkové pasty. První 
z nich byla uhlíková pasta, která byla tvořená minerálním olejem a grafitizovaným 
uhlíkem CR-2. Druhou variantou byla uhlíková pasta složená z minerálního oleje                      
a mikrokuliček ze skelného uhlíku. Jak je vidět na obr 3.1 uhlíková pasta s grafitizovaným 
uhlíkem se simvastatinem neposkytovala žádný signál zřejmě vzhledem k užšímu 
potenciálovému oknu a většímu zbytkovému proudu. Proto byla v dalších měřeních 





Cyklické voltamogramy simvastatinu o koncentraci 2∙10 -4 mol∙l-1 v prostředí kBR-MeOH 
na CPE. Pastová elektroda z grafitizovaného uhlíku CR-2 (1), uhlíková pasta z 












3.1.1.   Cyklická voltametrie na CPE 
 Cyklická voltametrie se používá pro charakterizaci elektrodových procesů                     
a reverzibility daného systému. V ideálním případě je pro reverzibilní redoxní systém 
rozdíl mezi potenciálem anodického a katodického píku roven 0,59/z. Je-li systém 
reverzibilní, jsou píky při dopředném a zpětném sken stejně vysoké. V opačném případě, 
se jedná o systém ireverzibilní či kvazireverzibilní. Jak je vidět na obr 3.1 simvastatin 
v prostředí kyselé části BR pufru poskytuje signál, který odpovídá oxidaci simvastatinu. 
Redukční pík při zpětném skenu nebyl zaznamenán. Z toho vyplývá, že oxidace 
simvastatinu je ireverzibilní proces.  Dále byla sledována závislost změny velikosti 
proudu píku simvastatinu Ip na druhé odmocnině rychlosti skenu. Rychlost skenu se 
pohybovala od 10 do 500 mV∙s-1. Tato závislost je vidět na obrázku 3.2. Charakter této 
závislosti poskytuje informace o tom, je-li děj probíhající na povrchu elektrody řízen 
difúzí či adsorpcí. Difúzí je děj řízen v případě, že je výška proudu přímo úměrná 
odmocnině z rychlosti polarizace. Pokud je výška píku přímo úměrná rychlosti 
polarizace, pak je děj kontrolovaný adsorpcí. Ke stejným závěrům ohledně elektrodových 
dějů dospěli i v článku [56].  
 
Obr 3.2  
Závislost velikosti proudu CV píku Ip na druhé odmocnině rychlosti skenu pro roztok 
simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 pro  CPE na bázi mikrokuliček ze skelného 









3.1.2. Stálost zásobního roztoku simvastatinu 
 Roztoky pro sledování stálosti zásobního roztoku byly připraveny podle návodu 
v kapitole 2.3.8. Ke sledování byla využita cyklická voltametrie a UV/VIS 
spektrofotometrie. Získané výsledky jsou vidět v tabulkách 3.1 a 3.2.  Jak je vidět 
výsledky získané CV (tab. 3.1) a UV/VIS spektrofotometrii (tab. 3.2) se výrazně lišily. 
CV ukázala, že již v průběhu prvního dne dochází k výrazné degradaci simvastatinu. Od 
8 dne dochází k ustanovení nové rovnováhy, a k další pozvolné degradaci až do 31 dne 
nedochází. Degradace v prvních 8 dnech se ve spektrofotometrickém měření neprojevila. 
Tento rozdíl výsledků je pravděpodobně dán tím, že degradace simvastatinu se neprojeví 
v absorpčním spektru zásobního roztoku simvastatinu. Míra degradace byla ověřena 
porovnání hodnoty proudu či absorbance z měření v době t dní s hodnotou proudu či 
absorbance u čerstvě připraveného roztoku simvastatinu v daném dnu měření. Z výsledků 
stálosti získaných metodou CV, tedy jasně vyplývá, že díky degradaci látky je vhodné 
pro každý pracovní den připravovat čerstvý zásobní roztok. Ukázka spektra simvastatinu 

















Tabulka 3.1    
Výsledky sledování stálosti zásobního roztoku simvastatinu o koncentraci 1∙10-3 mol∙l-1v 











píků v čase  
t a t0 (%) 
0 8,43 1 
0,3 8,16 96 
1 7,48 89 
2 6,82 81 
3 6,63 79 
4 6,42 76 
7 6,69 79 
8 6,26 74 
16 6,04 72 
20 6,23 74 
24 6,12 73 









Tabulka 3.2  
Výsledky sledování stálosti zásobního roztoku simvastatinu o koncentraci 1∙10-4 mol∙l-1 
v methanolu. Stálost byla sledována pomocí UV/VIS spektrofotometrie, kdy bylo 
zaznamenáváno celé spektrum v rozsahu 235-800 nm.  Měření bylo prováděno v 10 mm 
křemenné kyvetě proti methanolu. Absorpční maxima byla při 238 a 246 nm. Změna 






Amax  při 
238 nm  
Poměr Amax  
při 238 nm  
v čase  t  a t0 
(%) 
Hodnota 
Amax  při 
246 nm 
Poměr Amax  
při 246 nm  
v čase  t  a t0 
(%) 
0 0,91 1 0,64 1 
0,3 0,91 99 0,63 98 
1 0,90 99 0,63 98 
2 0,90 99 0,63 98 
3 0,90 98 0,62 97 
4 0,88 97 0,61 95 
7 0,89 98 0,61 95 
8 0,89 98 0,62 97 
16 0,88 97 0,62 96 
20 0,88 97 0,61 96 
24 0,88 97 0,61 95 





Obr 3.3   
Absorpční spektrum simvastatinu  o koncentraci 1∙10-4 mol∙l-1 v methanolu. Měřeno 
v křemenné kyvetě (l= 10 mm) proti methanolu.  
 
3.1.3.  DC voltametrie na CPE 
 Pomocí DC voltametrie na CPE bylo sledováno chování simvastatinu v závislost 
na pH BR pufru. Jak je vidět na obrázku 3.4 od pH 2 do pH 7 poskytoval simvastatin 
jeden dobře definovaný oxidační pík. S rostoucím pH docházelo ke změně dobře 
definovaného píku na hůře vyhodnotitelnou vlnu. Při pH větším než 10 už nebylo možné 
signál vyhodnotit. Změna píku znázorněna na obrázku 3.5. Nejlepší odezvu poskytovala 
CPE při pH 5,5. Závislost proudu píku na pH je uvedena v obrázku 3.6. Závislost 
potenciálu píku na pH je uvedena v obrázku 3.7.  
 K výraznému nárůstu hodnoty Ip i Ep  došlo při pH 5,5. Tento nárůst je 
pravděpodobně dán přechodem simvastatinu na jeho hydroxykyselinu. Kyselina 
simvastatinu má hodnotu pKa 4,31 ± 0,1. Schéma přechodu je uvedeno v obrázku 1.1. 
Tato změna je reverzibilní v závislosti na hodnotě pH. Hydroxykyselina je účinnou 
formou simvastatinu, která se v organismu aktivně podílí na inhibici 3-HMGCo A 
reduktasy. Hodnota pH je tedy jedním z regulačních faktorů, který má vliv na účinek 











DC voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 na CPE v prostředí                   




DC voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 na CPE v prostředí                   
BR-MeOH o pH 8 až 12. Čísla křivek odpovídají hodnotě pH.  
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Závislost výšky píku při DC voltametrii na CPE na pHf směsi BR-MeOH pro roztok 




Závislost Ep při DC voltametrii na CPE na pH
f směsi BR-MeOH pro roztok simvastatinu 
















 Kvůli nejlepší odezvě elektrody v BR pufru o pH 5,5, bylo právě toto pH  zvoleno 
jako optimální prostředí pro měření kalibračních závislostí. Koncentrační závislost 
simvastatinu byla měřena v rozsahu 1 až 100 µmol∙l-1 v prostředí BR-MeOH. Rychlost 
skenu byla 20 mV∙s-1 a potenciálový rozsah měřeni byl od 0 do 1500 mV. Závislost DC 
voltamogramů na koncentraci pro rozmezí od 10 do 100 µmol∙l-1 je na obrázku 3.9, pro 
rozmezí od 1 do 10 µmol∙l-1  na obrázku 3.8. Závislost výšky píku na koncentraci je vidět 
na obrázku 3.10 a 3.11. Závislost byla v obou případech lineární. Parametry pro jednotlivé 
závislosti jsou uvedeny v tabulce 3.3. 
 Kontrola opakovatelnosti měření byla prováděna opakovaným měřením nejnižší 
dosažené koncentrace (c = 1 µmol∙l-1 ). Z takto získaných dat byla vypočítána směrodatná 
odchylka a z ní následně LOD a LOQ. Konkrétní hodnoty pro jednotlivé koncentrační 
rozmezí jsou uvedeny v tabulce 3.3. Nižší korelační koeficienty jsou pravděpodobně dány 





Kalibrační závislost simvastatinu pro DC voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu 
byla 0 (1), 1 (2), 10 (3), 20 (4), 40 (5), 60 (6), 80 (7) a 100 µmol∙l-1 (8). Prostředí                  
BR-MeOH o pH 5,5. 
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Kalibrační závislost simvastatinu pro DC voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu 




Kalibrační závislost velikosti proudu při DC voltametrii na CPE na koncentraci 
simvastatinu v prostředí BR-MeOH o pH 5,5 v rozmezí od 10 do 100 µmol∙l-1.  






















Kalibrační závislost velikosti proudu při DC voltametrii na CPE na koncentraci 
simvastatinu v prostředí BR-MeOH o pH 5,5 v rozmezí od 1 do 10 µmol∙l-1.  
 
Tabulka 3.3   
Souhrn parametrů kalibrační závislosti simvastatinu. Měřeno metodou DCV na CPE 
v prostředí BR-MeOH o pH 5,5.  
Koncentrační 











10–100 0,0426 0,3018 0,9895 _ _ 















3.1.4. Diferenční pulzní voltametrie na CPE   
 Stejně jako u DC voltametrie bylo i u DPV sledováno chování simvastatinu                   
při různých pH. Na obrázku 3.12 je vidět závislost do pH 7. Do tohoto pH tvořil 
simvastatin jeden dobře definovaný oxidační pík, který se většinou nacházel v rozmezí 
potenciálů 1,1-1,2 V. Přesná závislost velikosti potenciálu píku simvastatinu Ep  na  pH je 
vidět na obrázku 3.15. Je patrné, že při pH 5 došlo k odchylce Ep od lineárního trendu 
celé závislosti. Tento odchylka by mohla souviset s přechodem simvastatinu na aktivní 
formu, tedy na jeho hydroxykyselinu (viz kapitola 3.1.3).                                                                     
K podobnému odchýlení došlo také při DC voltametrii. Od pH 7 došlo ke změně tvaru 
píku na vlnu. Od pH 10 již nebylo možné signál vyhodnotit. Závislost pro pH větší jak 8 
je vidět na obrázku 3.13.  Závislost velikosti proudu píku simvastatinu Ip na pH je na 
obrázku 3.14. Zajímavé je, že zde se přechod simvastatinu na aktivní formu při pH 5 
neprojevil.  Nejlepší odezvu poskytovala elektroda při pH 3, proto bylo toto pH dále 




DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 na CPE v prostředí                      
BR-MeOH o pH 2 až 7. Čísla křivek odpovídají hodnotě pH.                
0 500 1000 1500
I
E, mV
2      6
3







DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1  na CPE  v prostředí                  
BR-MeOH o pH bylo 8 až 12. Čísla křivek odpovídají hodnotě pH.  
 
Obr 3.14 
Závislost výšky píku při DP voltametrii na CPE na pHf směsi BR-MeOH pro roztok 
simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1. 
 




















Závislost Ep při DP voltametrii na CPE na pH
f směsi BR-MeOH pro roztok simvastatinu 
o koncentraci 100 µmol∙l-1.  
 
 Jak již bylo řečeno výše. Nejlepší odezvu poskytovala uhlíková pastová elektroda 
při pH 3, proto bylo toto pH použito pro měření kalibračních závislostí. Kalibrační 
závislosti byly měřeny v rozsahu koncentrací 1-100 µmol∙l-1  v prostředí BR-MeOH. 
Závislost v rozmezí 10-100 µmol∙l-1 je na obrázku 3.16, v rozmezí 1-10 µmol∙l-1 je 
závislost na obrázku 3.17.  Závislost velikosti proudu píku simvastatinu Ip na koncentraci 
je na obrázku 3.18 a 3.19. Závislost má lineární charakter, přesné parametry jsou uvedeny 
v tabulce 3.4.  
Kontrola opakovatelnosti měření byla prováděna opakovaným měřením vzorku    
s nejnižší dosaženou koncentrací, která byla 1 µmol∙l-1. Z takto získaných dat byla 
vypočítána směrodatná odchylka a z ní následně LOD a LOQ. Konkrétní hodnoty pro 
jednotlivá rozmezí jsou uvedeny v tabulce 3.4. Vyšší hodnoty relativní směrodatné 
odchylky jsou pravděpodobně dány nestejnoměrným otírání povrchu elektrody                           














Kalibrační závislost simvastatinu pro DP voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu 
byla 0 (1), 1 (2), 10 (3), 20 (4), 40 (5), 60(6), 80(7) a 100 µmol∙l-1 (8) v prostředí                   





Kalibrační závislost simvastatinu pro DP voltametrii na CPE. Koncentrace simvastatinu 
byla 0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6)  a 10 µmol∙l-1 (7) v prostředí BR-MeOH o pH 3.  
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Kalibrační závislost velikosti proudu při DP voltametrii na CPE na koncentraci 





Kalibrační závislost velikosti proudu při DP voltametrii na CPE  na koncentraci 
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Tabulka 3.4   
Souhrn parametrů pro kalibrační závislost simvastatinu. Měřeno metodou  DPV na CPE 
v prostředí BR-MeOH o pH 3. 
Koncentrační 











10 –100 0,0209 0,1918 0,9945 _ _ 
1-10 0,0441 0,0586 0,9935 0,32 1,09 
 
  
3.2. Stanovení simvastatinu v léčivech 
  Pro stanovení obsahu simvastatinu v léčivech byli vybráni tři zástupci a to 
Simvax 20, Simvacard 20 a Simgal 10 (registrační čísla a čísla šarží jednotlivých léčiv 
viz kapitola 2.2).  Tyto léčiva byla vybrána s ohledem na množství aditiv, která by mohla 
ovlivnit výsledek analýzy. Deklarovaný obsah simvastatinu v jedné tabletě byl pro 
Simvax a Simvacard 20 mg simvastatinu a pro tablety Simgal 10 mg simvastatinu. Přesný 
postup přípravy zásobních roztoků viz kapitola 2.3.2. Výsledná předpokládaná 
koncentrace zásobních roztoků léčiv pro voltametrické stanovení byla 1,91∙10-4 mol∙l-1 .  
 
V kapitolách 3.1.3 a 3.1.4 byl simvastatin stanovován v čisté formě metodou DCV 
a DPV. Metoda DPV se ukázala jako citlivější a proto byla zvolena jako vhodná metoda 
pro stanovení simvastatinu v léčivech. Stanovení probíhalo metodou standardního 
přídavku v prostředí BR pufru o pH 3, při rychlosti skenu 20 mV∙s-1. 2,10 ml roztoku 
vzorku léčiva byl doplněn BR pufrem na celkový objem 10ml. Byla provedena první série 
pěti měření. K takto připravenému roztoku bylo následně přidáno 200 µl standardního 
roztoku simvastatinu  o koncentraci 1∙10-3 mol∙l-1.  Po přídavku byla provedena druhá 
série pěti měření. Tento postup se zopakoval ještě dvakrát. Celkem bylo do vzorku léčiva 
přidáno 600 µl Ze získaných dat byla utvořena lineární závislost. Z rovnice pro tuto 
závislost byla dopočtena koncentrace simvastatinu v jednotlivých tabletách. Lineární 
závislosti pro jednotlivá léčiva jsou vidět na obrázku 3.20 až 3.22. Parametry lineárních 
závislostí jsou uvedeny v tabulce 3.5. Z této tabulky je patrné, že výtěžek pro všechna tři 
léčiva byl kolem 92 ± 3%.  Srovnávací metodou pro stanovení simvastatinu  v léčivech 
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byla HPLC se spektrofotometrickou detekcí při 238 nm. Toto stanovení bylo inspirováno 
lékopisnou metodou pro stanovení obsahu simvastatinu. [82] Díky nedostupnosti kolony, 
která byla použita v lékopisu, nebylo možné dodržet přesný postup pro stanovení obsahu 
léčiva tak, jak byl uveden v lékopisu. Z tohoto důvodu došlo k modifikaci tohoto postupu 
a z lékopisného návrhu byl převzat pouze návod na složení mobilních fází a zbytek 
parametrů byl upraven podle dostupného technického vybavení.  Pracovní roztoky byly 
připraveny podle návod v kapitole 2.3.2. Nastavení metody a složení mobilních fází je 
uvedeno v kapitole 2.3.9. Obsah simvastatinu ve vzorcích léčiva byl stanoven na základě 
porovnání dat získaných z měření standardu a dat získaných z měření vzorků léčiv. 
Výtěžnost této metody je uvedena tabulce 3.6. Jak je vidět v této tabulce, nejvyšší 
výtěžnost byla u léčiva Simvax 20. Při HPLC stanovení mělo toto léčivo mnohem vyšší 
výtěžnost než zbylé dvě léčiva. Tento rozdíl by mohl být pravděpodobně dán odlišným 
chemickým složením léčiv a interferencí chromatografického píku s nějakou další látkou 
přítomnou v tabletách.  
 
Obr 3.20 
Stanovení simvastatinu v tabletě Simvax 20 metodou standardního přídavku. Měření bylo 











Stanovení simvastatinu v tabletě Simvacard 20 metodou standardního přídavku. Měření 




Stanovení simvastatinu v tabletě Simgal 10 metodou standardního přídavku. Měření bylo 



















Tabulka 3.5   
Souhrn parametrů pro stanovení simvastatinu v léčivech metodou standardního přídavku. 





















Simvax 20 40 36,9 92,3 10,6 392 0,9989 5,34 1,5 
Simvacard 
20 
40 36,7 91,8 4,92 180 0,9977 8,03 4,3 
Simgal 10 40 36,6 91,5 8,51 311 0,9991 11,8 3,9 
 
 
Tabulka 3.6   














Standard 114,1 2284 - 3,01 5,25 4,6 
Simvax 20 151,1 2357 132 2,96 5,40 3,6 
Simvacard 
20 
117,4 2246 103 3,00 2,66 2,3 
Simgal 10 120,4 1851 106 2,95 2,24 1,9 
 
  
 V dalším kroku byla testována možnost využití CPE pro stanovení simvastatinu 
v biologických vzorcích moči, ale ukázalo se, že tato matrice obsahuje velké množství 
látek, které poskytuji signál v anodické oblasti a dochází k překryti signálu 
poskytovaného simvastatinem. Překrytí signálů je tak velké, že znemožňuje vyhodnocení 
signálu simvastatinu. Z tohoto důvodu byl simvastatin v biologických vzorcích testován 




3.3.   Stanovení simvastatinu na rtuťovým meniskem modifikované 
stříbrné amalgámové elektrodě  
 Stanovení statinů v biologických vzorcích je v dnešní době založeno hlavně na 
metodách HPLC,  UHPLC či GC.[41,45,47,50] Vzorkem pro tyto analýzy bývá ve 
většině případů krevní sérum. Výše zmíněné metody jsou ovšem velmi náročné a to jak 
finančně tak technicky. Odběr vzorku pro analýzu je invazivní, což je náročné i pro 
pacienta. Vzhledem k tomu, že metabolity statinů se v různé míře dostávají do moči, 
v závislosti na své metabolické dráze, vznikla potřeba a snaha, nalézt levnější metodu pro 
jejich stanovení.  Stanovení ze séra klade další požadavky na předúpravu vzorku za 
použití dalších přístrojů a chemikálií [41]. V této diplomové práci jsme ověřovali, jestli 
je možné stanovit simvastatin v moči jako biologické matrici. Za matrici byla zvolena 
moč desetinásobně zředěná BR pufrem a následně i plná neředěná moč. Postup práce 
vycházel z článku [72], kde byl nastíněn postup pro stanovení simvastatinu pomocí tvorby 
komplexu s kademnatými ionty na visící rtuťové kapkové elektrodě. Mechanismus 
vzniku komplexu je zobrazen na obrázku 3.23. 
 
Obr 3.23  
Mechanismus reakce vzniku komplexu simvastatinu s kademnatými ionty [71] 
 V této práci byla na rozdíl od citovaného článku použita jako pracovní elektroda 
amalgámová elektroda modifikovaná rtuťovým meniskem. Uhlíková pastová elektroda 
nebyla pro tuto analýzu vhodná, protože její potenciálové okno pro oblast redukce je úzké 
a stanovení komplikuje kyslík přítomný v pastě. Kyslík vázaný v pastě se v průběhu 
analýzy redukuje a překrývá signál poskytovány kademnatými ionty. V citovaném článku 
nebyla příliš diskutována otázka optimálního poměru mezi simvastatinem a kademnatými 
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ionty. Pro sledování chování simvastatinu o koncentraci od 2∙10-6 a 100∙10-6  mol∙l-1 byla 
zvolena technika DP voltametrie v prostředí BR-MeOH o pH 2,5. [72] Změna signálu 
poskytovaného pracovní elektrodou v základním elektrolytu BR pufru se samotným 
simvastatinem a po přídavku kademnatých iontů o různých koncentracích je vidět na 
obrázcích 3.24 a 3.25. Na obrázku 3.24 je vidět, že přídavek kademnatých iontů v poměru 
1:1, při koncentraci simvastatinu 20 µmol∙l-1, způsobí tvorbu komplexu, jehož signál je 
menší než signál poskytovaný samotným simvastatinem. Na obrázku 3.25 je ovšem 
situace jiná a při koncentracích v řádech jednotek µmolů dochází po přidání kademnatých 
iontů ke vzniku komplexu, který poskytuje signál vyšší, než samotný simvastatinu. Dále 
byla zkoumána závislost mezi signálem komplexu simvastatinu a koncentrací 
kademnatých iontů v roztoku. Tyto závislosti jsou vidět na obrázku 3.26 a 3.27.                      
U obrázku 3.26 byla nejvyšší odezva elektrody při stejné koncentraci simvastatinu                 
a kademnatých iontů. Tato koncentrace byla 2 µmol∙l-1 . U obrázku 3.27 byla maximální 
odezva elektrody při koncentraci simvastatinu 5 µmol∙l-1 a koncentraci kademnatých 
iontů 1 µmol∙l-1. Tyto závislosti ukazují, že se zvyšující se koncentrací simvastatinu 
v měřeném roztoku dochází po přidání kademnatých iontů ke změně chování komplexu, 
který poskytuje maximální odezvu elektrody při nižších koncentracích kademnatých 
iontů. Obrázek 3.24 ukazuje situaci, kdy je koncentrace simvastatinu v měřeném roztoku 
tak vysoká, že přídavek kademnatých iontů způsobí tvorbu komplexu, který má signál 
nižší, než signál poskytovány samotným simvastatinem.  Bylo prozkoumáno i chování 
komplexu simvastatinu s kademnatými ionty v prostředí zvyšující se koncentrace 
simvastatinu. Koncentrace kademnatých iontů byla 5∙10-6 mol∙l-1  a koncentrace 
simvastatinu se pohybovala v rozsahu od 1 do 10 µmol∙l-1. Tato závislost je vidět na 





DP voltamogramy simvastatinu v prostředí BR-MeOH o pH 2,5 o koncentraci 
simvastatinu 0 (1), 20 µmol∙l-1 (2, Ep = -375 mV), 20 µmol∙l
-1 s přídavkem  Cd2+                                    
o koncentraci 20 µmol∙l-1 (3, EP = -243 mV) a samotné kademnaté ionty o koncentraci             
20 µmol∙l-1  (4, Ep = -516 mV) na m-AgSAE. 
 
Obr 3.25 
DP voltamogramy simvastatinu v prostředí BR-MeOH o pH 2,5 o koncentraci 
simvastatinu 0 (1), 2 µmol∙l-1 (2, Ep = -332 mV), 2 µmol∙l
-1 s přídavkem Cd2+ o koncentraci 
2 µmol∙l-1 (3, EP =  -420 mV) a samotné kademnaté ionty o koncentraci 2 µmol∙l
-1  (4,          

























Obr 3.26  
Závislost změny signálu komplexu simvastatinu s kademnatými ionty (1,csv=2 µmol∙l
-1) 
na koncentraci kademnatých iontů (2) při DPV v prostředí BR-MeOH o pH 2,5. 




Závislost změny signálu komplexu simvastatinu s kademnatými ionty (1,csv= 5 µmol∙l
-1) 
na koncentrací samotných kademnatých iontů (2) při DPV v prostředí BR-MeOH o pH 
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DP voltamogramy ukazující změnu signálu komplexu simvastatinu s kademnatými ionty 
v prostředí BR-MeOH o pH 2,5 v závislosti na rostoucí koncentraci simvastatinu. 
Koncentrace kademnatých iontů byla 5 µmol∙l-1. Koncentrace simvastatinu byla 1 (1), 2 




Závislost změny signálu komplexu simvastatinu s Cd2+ na koncentraci simvastatinu při 
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 Závislosti v obrázcích 3.28 a 3.29 ukazují, že s narůstající koncentrací simvastatinu 
dochází ke zvyšování odezvy elektrody. Současně dochází k posunu potenciálu píku 
simvastatinu Ep k zápornějším potenciálům, jak je vidět na obrázku 3.28. Tento posun 
souvisí s nárůstem koncentrace simvastatinu. Obrázek 3.29 ukazuje pouze křivku pro 
nárůst odezvy komplexu simvastatinu s kademnatými ionty. Je vidět, že tato závislost 
nemá lineární charakter, ale je charakterizována polynomickou závislostí. Zobrazený 
polynom je polynomem druhého stupně. Rovnice tohoto polynomu je                                             
y = 0,5892x2 – 10,59x + 3,8047   s korelačním koeficientem 0,9740.  
 Signál kademnatých iontů byl získán pouze při koncentraci simvastatinu                         
1 µmol∙l-1, při vyšších koncentrací došlo k vymizení tohoto signálu. Mechanismus vznik 
komplexu s kademnatými ionty je vidět na obrázku 3.23. Závislost na změně koncentrace 
kademnatých iontů nebyla lineární, proto byla pro další zkoumání zvolena koncentrace 
kademnatých iontů, při které poskytoval komplex nejvyšší signál, což byla koncentrace 
2∙10-5 mol∙l-1 . Se zvolenou konstantní koncentrací kademnatých iontů bylo přikročeno         
k pokusu stanovit simvastatin v biologické matrici. Touto matrici byla desetinásobně 
zředěná moč. Měřící prostředí tvořil 1 díl moči a 9 dílů BR pufru o pH 2,5 s 20% metanolu 
(v/v). Do této směsi bylo přidáno 20 µl zásobního roztoku simvastatinu  o koncentraci 
1∙10-3 mol∙l-1, což představovalo konečnou koncentraci simvastatinu v moči                       
20∙10-6 mol∙l-1. K měření byla použita metoda DPV. Do pracovního prostředí byly přidány 
kademnaté ionty a bylo sledováno chování komplexu simvastatinu v biologické matrici. 
Výsledky měření ovšem nebylo možno vyhodnotit. Z tohoto důvodu a z důvodu 
nelineárního chování komplexu simvastatinu byla metoda s přídavkem kademnatých 
iontů opuštěna   
 Další směr, kterým se výzkum ubíral, bylo sledování chováni simvastatinu 
v prostředí BR pufru. Pro sledování chování simvastatinu v prostředí BR pufru byla 
použita opět technika DPV. Na obrázcích 3.30 a 3.31 je vidět změna signálu 
poskytovaného simvastatinem v závislosti na pH BR pufru. Nejvyšší signál poskytoval 
simvastatin při pH 2, proto bylo toto pH zvoleno jako optimální pro další měření. 
Závislost změny proudu píku simvastatinu Ip na pH BR pufru je vidět na obrázku 3.32. 
Jak z obrázku vyplývá s narůstajícím pH BR pufru dochází ke snižování signálu až do pH 
5, následně dochází k opětovnému nárůstu signálu. Pokles signálu při pH 5 
pravděpodobně souvisí s přechodem simvastatinu na jeho aktivní formu. Závislost změny 
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potenciálu píku Ep  je vidět a obrázku 3.33. Změna potenciálu píku Ep je zanedbatelná           
a pozorované změny nesouvisí se změnami pH měřeného roztoku, ale jsou dány 





DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 na m-AgSAE v prostředí           

















DP voltamogramy simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1  na m-AgSAE v prostředí        
BR-MeOH o pH  8 až 12. Čísla křivek odpovídají hodnotě pH. 
 
Obr 3.32 
Závislost velikosti proudu píku při DP voltametrii na pHf směsi BR pufru s 20% 

























Závislost velikosti Ep při DP voltametrii na pH
f směsi BR pufru  s 20% methanolu (v/v) 
pro roztok simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1 pro m-AgSAE. 
 V průběhu měření se ukázalo, že dochází k pasivaci elektrody. Bylo vyzkoušeno 
několik postupů pro obnovení povrchu elektrody. Jako nejúčinnější se ukázala aktivace 
povrchu elektrody pomocí dvou pod sobě jdoucích aktivačních cyklů. Parametry pro 
aktivaci povrchu elektrody jsou uvedeny v kapitole 2.3.4. Ověření stálosti signálu 
poskytovaného amalgámovou elektrodou bylo ověřeno pomocí série pěti měření. Každá 
série měla pět po sobě jdoucích měření. Po každé sérii byl povrch elektrody aktivován 













Stálost signálu simvastatinu o koncentraci 100 µmol∙l-1  v prostředí BR-MeOH o pH 2 
pro amalgámovou elektrodu. V každé sérii bylo provedeno 5 měření. Před začátkem 
každé série byl povrch amalgámové elektrody aktivován.  
 
 Nejvyšší signál simvastatinu byl získán při pH BR pufru 2, proto bylo toto pH 
zvoleno jako optimální pro měření kalibračních závislostí. Kalibrace byly měřeny pro 
koncentrační rozsah od 1 do 100 µmol∙l-1. Jednotlivé závislosti jsou vidět na obrázcích 
3.35 až 3.38. Parametry kalibračních závislostí pro jednotlivé koncentrační řády jsou 













DP voltamogramy simvastatinu pro DP voltametrii. Koncentrace simvastatinu byla                        
0 (1), 10 (2), 20 (3), 40 (4), 60(5), 80 (6)  a 100 µmol∙l-1 (7) na m-AgSAE v prostředí  
BR-MeOH o pH 2.  
 
Obr 3.36  
DP voltamogramy simvastatinu pro DP voltametrii. Koncentrace simvastatinu byla              
0 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5), 8 (6)  a 10 µmol∙l-1 (7) na m-AgSAE v prostředí BR-MeOH 
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Kalibrační závislost velikosti proudu při DP voltametrii na koncentraci simvastatinu 
v prostředí BR-MeOH o pH 2, pro m-AgSAE v rozmezí od 10 do 100  µmol∙l-1. 
 
Obr 3.38 
Kalibrační závislost velikosti proudu při DP voltametrii na koncentraci simvastatinu 




















Tab 3.7   
Souhrn parametrů pro kalibrační závislosti simvastatinu. Měřeno metodou  DPV 














10-100 0,1848 +14,954 0,9989 - - 
1-10 1,6008 -0,0442 0,9999 0,49 1,66 
 
 Po nalezení optimálních podmínek a ověření lineární kalibrační závislosti 
simvastatinu v ideálním prostředí BR pufru bylo sledováno chování simvastatinu 
v biologické matrici. První matricí byla zvolena desetinásobně zředěná moč. Moč byla 
ředěna BR pufrem o pH 2. Pracovní roztok byl tvořen jedním dílem moči a devíti díly 
pufru. Chování simvastatinu v této matrici je vidět na obrázku 3.39 a 3.40. Parametry této 
závislosti jsou uvedeny v tabulce 3.8. Na obrázku 3.39 je vidět, že v matrici desetinásobně 
zředěná moči bylo možno detegovat simvastatinu až od koncentrace 6 µmol∙l-1 v měřeném 
roztoku.  Koncentrace v moči by byla 60 µmol∙l-1. Nemožnost stanovit simvastatin 
v nižších koncentraci by mohla být dána přítomností interferujících látek v moči, jako 
jsou např. bílkoviny, které se v moči v malé míře fyziologicky vyskytují a mohou na sebe 
tedy nízké koncentrace simvastatinu vyvázat. Druhou matrici byla zvolena plná moč. 
Pracovní roztok byl tvořen devíti díly moči a jedním dílem BR pufru o pH 2. Bohužel se 
ukázalo, že BR pufr nedokáže udržet pH pracovního roztoku na požadované hodnotě. 
Z tohoto důvodu byl BR pufr pro toto měření nahrazen 0,1 mol∙l-1 kyselinou sírovou, která 
po zředění požadované pH poskytla. Chování simvastatinu v této matrici je vidět na 
obrázcích 3.41 a 3.42. Parametry této závislosti jsou uvedeny v tabulce 3.9. Na rozdíl od 
zředěná moči bylo možno stanovit simvastatin v nízkých koncentracích od 2 do                     
10 µmol∙l-1. Rozdílnost při stanovení v matrici zředěné a plné moči by mohla být 
ovlivněna nestejným složením moči při jednotlivých stanoveních. Nalezení postupu pro 
úpravu základní matrice, tak aby byla při každém měření stejná, je námětem dalšího 





DP voltamogramy simvastatinu v matrici desetinásobně zředěná moči BR pufrem o pH 2 
pro m-AgSAE. Koncentrace simvastatinu v měřeném roztoku byla 0 (1- BR pufr,                   
2- desetinásobně zředěná moč BR pufrem o pH 2), 6 (3), 8 (4) a 10 (5) µmol∙l-1. 
Koncentrace simvastatinu v nezředěné moči by byla 60, 80 a 100 µmol∙l-1 . 
 
Obr 3.40 
Kalibrační závislost velikosti proudu na koncentraci simvastatinu při DPV v matrici 





















Tab 3.8   
Souhrn parametrů pro kalibrační závislost simvastatinu. Měřeno metodou  DPV 




















DP voltamogramy simvastatinu v matrici plné moči pro na m-AgSAE. Koncentrace 
simvastatinu v moči byla 0 (1- moč, poměr 9:1 s 0,1 mol∙l-1 kyselinou sírovou), 2 (2), 













Kalibrační závislost velikosti proudu na koncentraci simvastatinu při DPV v matrici plné 




Tab 3.9   
Souhrn parametrů pro kalibrační závislost simvastatinu. Měřeno metodou  DPV 
v prostředí plné moči. Měřený roztok obsahoval 9dílů moči a jeden díl 0,1 mol∙l-1 kyseliny 


























 Pro stanovení simvastatinu byly vypracovány metody diferenční pulzní voltametrie 
(DPV) a DC voltametrie na CPE. Jako ideální složení uhlíkové pasty bylo zvoleno složení                    
s mikrokuličkami ze skelného uhlíku a minerálního oleje.   
 Uhlíková pastová elektroda byla použita pro určení reverzibility elektrochemické 
oxidace v roztoku simvastatinu technikou cyklické voltametrie. Měření probíhalo     
v kBR-MeOH. Měřením bylo zjištěno, že oxidace simvastatinu je ireverzibilní proces. 
Pomocí sledování závislosti velikosti proudu píku Ip na rychlosti skenu, bylo zjištěno, že 
děje probíhající na povrchu elektrody jsou pravděpodobně řízené difúzí. CV se stejnými 
podmínkami měření jako pro studium elektrodových procesů, byla použita i pro sledování 
stálosti zásobního roztoku simvastatinu o koncentraci 1∙10-3 µmol∙l-1. Srovnávací 
metodou pro stálost zásobního roztoku byla UV/VIS spektrofotometrie v rozsahu             
235-800 nm proti methanolu.  Srovnání ukázalo, že degradace simvastatinu, která se 
projevila v CV, není pomoci spektrofotometrie detegovatelná. Zásobní roztok 
simvastatinu byl stabilní po dobu 7 hodin. 
 Pro metodu DCV bylo jako optimální prostředí zvolena směs Brittonova-
Robinsonova pufru o pH 5,5 (80%) a methanolu (20%). Pro DPV bylo jako optimální 
prostředí zvolena směs Brittonova-Robinsonova pufru o pH 3 (80%) a methanolu (20%). 
Tyto pH byly použity pro sledování kalibračních závislosti. Pro DC voltametrii byla mez 
detekce 0,36 µmol∙l-1a mez kvantifikace 1,2 µmol∙l-1. Pro techniku DPV byla mez detekce 
0,32 µmol∙l-1 a mez kvantifikace 1,09 µmol∙l-1. 
 Metoda DPV byla nepatrně citlivější a snáze vyhodnotitelná, než DC voltametrie, 
proto byla tato technika použita pro stanovením obsahu simvastatinu v léčivech Simvax 
20, Simvacard 20 a Simgal 10. Obsah simvastatinu byl stanoven metodou standardního 
přídavku. Výtěžnost stanovení pro všechna léčiva byla 92 ± 3%.  Srovnávací metodou 
bylo HPLC stanovení s UV detekcí při 238 nm. Obsah simvastatinu byl určen z porovnání 
naměřených dat mezi roztokem standardu a roztokem léčiva. Nejvyšší výtěžek 
poskytovala tato metoda pro léčivo Simvax 20 a to 132 ± 3,6% . Pro zbylá dvě léčiva byl 
výtěžek 103 a 106 ± 2%. 
 Byla také zkoumána možnost využití  voltametrického stanovení simvastatinu 
v matrici biologického vzorku. Jako matrice byla zvolena desetinásobně zředěná moč           
67 
 
a následně i plná neředěná moč. Pro matrici desetinásobně zředěné moči byla mez detekce 
1,83 µmol∙l-1 a mez kvantifikace 6,10 µmol∙l-1. Pro matrici plné moči byla mez detekce 
0,65 µmol∙l-1 a mez kvantifikace 2,15 µmol∙l-1. Měření ukázalo, že touto technikou je 
pricipialně možné simvastatin v moči stanovit, ale do budoucna je třeba nalézt optimální 
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